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composition contenant pes actdes NUCLEIOUES. 

PREPARATION ET UTILISATIONS 

La presente invention conceme des compositions a base d'acides nucleiques, 
leur preparation et leur utilisation. Plus particuli£rement, elle conoerne des 
5 compositions comprenant des acides nucleiques et des oligopeptides et leur utilisation 
en therapie g6nique, notamment pour le transfert d'acides nucleiques. 

La therapie genique consiste & corriger une d6ficienoe ou une anormalit£ 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction dHine information g6n6tique 
dans la cellule ou Torgane affects Cette information g6n6tique peut §tre introduite soit 

10 in vitro dans une cellule extraite de Torgane, la cellule modifiee etant alofc reintroduce 
dans rorganisme, soit directemeat in vivo dans le tissu MpptoptiL Diff&entes 
techniques ont 6te decrites pour le transfert de cette information gfeafetique. panni 
lesqudles des techniques diverses de transfection impliquant des complexes <TADN et 
de DEAE-dextran (Pagano et al.. J.Virol. 1 (1967) 891). cTADN et de prolines 

15 nuclfeaires (Kaneda et nil, Science 243 (1989) 375). d'ADN et de lipides (Feigner et aL. 
PNAS 84 (1987) 7413), l'emploi de liposomes (Fraley et al., J^ioLChem. 255 (1980) 
10431), etc. Plus iecemment, l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de 
genes est apparu comme une alternative prometteuse a oes techniques physiques de 
transfection. A cet 6gard. differents virus ont &6 testes pour leur capachfe k infecter 

20 certaines populations celhdaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS. MMS, 
etc), le virus HSV, les vims adfeno-associes, et les adenovirus. 

Toutefois, les techniques d6veloppfees jusqu'4 present ne pennettent pas de 
r&oudre de maniere satisfaisante les difficult^ lifees au transfert de g£nes dans les 
cellules et/ou rorganisme. En particulier. les problemes life & la penetration de Facade 

25 nucl&que dans les cellules ne sont pas entidrement i€solus. En effet, la nature 
polyanionique des acides nucleiques prfevient leur passage i travers les membranes 
cellulaires. Sil a 6t6 montre que les acides nucleiques mis sont capables de traverser la 
membrane plasmique ex vivo (voir notamment la demande n° WO90A1092), 
i'efficacite de transfection reste assez faible. De plus, les acides nud&que nus ont une 

30 demi-vie plasmatique courte, en raison de leur degradation par les enzymes et de leur 
elimination par les voies urinaires. Par ailleurs, si les virus recombinants permettent 
tfameiiorer I'efficacite de transfert des acides nucleiques, leur emploi presente certains 
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risques tels que la pathogenicity la transmission, la replication, la recombinaison, la 
transformation, etc. 

La pr&sente invention apporte une solution avantageuse a ces differents 
problemes. La demanderesse a en effet montre qu'il est possible de former des paires 
5 d'ions entre des oligopeptides cationiques particuliers et les groupements phosphates 
des acides nucl6iques, et que les complexes ainsi f ormfcs sont stables, et sont capables 
de p6n6trer les cellules ou d'etre encapsules dans des vecteurs de transfert tels que des 
liposomes, des nanoparticules ou des lipoprot&nes de fiaiMe densitS (LDL) avec des 
rendements 61ev&. 

10 Un premier objet de Finvention rfeide done dans une composition oomprenant 

un acide nuci&que et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires. Le terme structure secondaire designe les peptides capables tfadopter une 
conformation spadale particuliere dans des conditions pfaysiologiques, par opposition 
aux peptides ne prfesentant pas ^organisation particulars de leur structure primaire. La 

15 structure secondaire pe'ut apparaitre soit dans certains solvants, soft en solution 
aqueuse, soit apres complexation avec l'acide nucl&que. 

Plus particuli&rement, les oligopeptides utilises dans le cadre de Invention 
sont capables de former des helices a ou des feuillets |5. 

La complexation tfun acide nucl6ique avec une polyiysine a d§j4 6t6 dfecrite 
20 dans Tart ant&ieur. Cependant, le taux de complexation et la stability du complexe 
form& avec la polyiysine sont relativement faibles, et ces complexes ne peuvent fitre 
encapsules dans des vecteurs de transfert de fa$on satisfaisante (voir exemples). Au 
contraire, les complexes selon IHnvention, qui impliquent des oligopeptides cationiques 
capables de former des structures secondaires (b&iiees a, feuillets p) prfesentent une 
25 stability 61ev6e, peuvent Stre obtenus avec des rendements proches de 100%, et sont 
capables d'Stre encapsutes avec des rendements Qevfes dans des vecteurs de transfert. 
Ces complexes constituent done des outils particuli&ement avantageux pour le 
transfert d'acides nucl6iques dans les cellules. Par ailleurs, selon la nature du vecteur 
de transfert utilise, les compositions de l'invention peuvent §tre utilisfes sur des 
30 cellules extraites de Torganisme (ex vivo) en vue de leur rfeadministration, ou 
directement in vivo. 
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Plus particulferement, les oligopeptides utilises dans le cadre de la presente 
invention repondent a la formule (A^AyAyA^n ou (A 0 AyA 0 Ay)n dans laquelle ^ 
est un acide amin6 hydrophobe, Ay est un acide amine hydrophile, et n est un nombre 
entier superieur ou egal a 4. La demanderesse a en effet montrg que de tels 
5 oligopeptides sont capables, une fois complexes aux addes nucl&ques, de fanner des 
structures secondaires qui stabilisent f ortement lesdits complexes. 

Plus pr€f grentidlement, l'acide amin6 hydrophobe est choisi parmi la leucine, 
la valine, Hsoleucine et la phenylalanine; et 1'adde amin£ hydrophile est dioisi parmi la 
lysine, l'arginine et l'histidine. 

10 La capadte des oligopeptides a former des structures secondaires peut etre 

v6rifi6e par dichroisme circulaire ou en RMN, comme indiqufe dans les exemples. 

- Encore plus prtferentiellement, -if c^gopeptide' sefcm^i'mventkm est dioisi 
parmi les oligopeptides de formule (LKKL)n, (LKLK)n, (LRRL)n, dans lesquelles n 
est d&fini comme prec6demment 

15 D'une maniere generate, dans les oligopeptides de Invention, n peut varier 

entre 4 et iOO, de prfef&ence entre 10 et 50. La valeur de n est adaptfee par lliomme du 
metier en fonction de la longueur et de la nature de Tadde nud&que, de la 
composition de I'oligopeptide, de l'utilisation recherchfee, etc. 

Pour obtenir un effet optimum des compositions de Invention, les 
20 proportions respectives de I'oligopeptide et de l'acide nud&que sont de pr&f&ence 
determines de sorte que le rapport charges positives de I'oligopeptide / charges 
negatives de l'adde nud&que soit 6gal ou supfirieur & 1 (ce rapport est d£sign6 R dans 
les exemples). Ainsi, plus Tadde nud&que est long, plus le nombre de charges 
positives apportfc par I'oligopeptide doit fetre &evfe pour obtenir un effet m a x i mum . 
25 Ced peut se traduire soit par l'utilisation ^oligopeptides dans lesquels la valeur de n 
est plus 61ev6e, soit par Utilisation de quantity plus 6Iev6es ^oligopeptides, soit 
encore par les deux. 

Les oligopeptides utilises dans le cadre de la prfesente invention peuvent 6tre 
pr§par6s par toute technique connue de lTiomme du m6tier. Prfeferentiellement, ils sont 
30 synthases par voie chimique, au moyen d*un synthfetiseur de peptides, en utilisant tout 
type de chimie connue de I'homme du mfetier (F-moc, T-boc, etc). Lorsque les valeurs 
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de n sont 61ev6es. il est par ailleurs possible de synth6tiser les oligopeptides en 
plusieure fragments qui sont erisuite assembles. Par ailleurs, selon la technique de 
synthase utilisfee (par exemple en phase homogene), 1'oligopeptide obtenu peut etre 
non pas un composfe d6fini, mais un melange ^oligopeptides ayant des longueurs 
5 diff&entes centrfees autour d'une moyenne. Dans ce cas, la valeurde n de la formule de 
rinvention teprfcente la moyerme des valeurs des n des diff&ents oonstituants du 
mfelange. Des mfethodes de synthese approprites sont donnfees dans les techniques 
g§n6rales de biologie moteculaire et dans les exemples. 

Au sens de la prSsente invention, le terme acide nud&que comprend aussi 
10 Wen les addes d&oxyribonucteiques que les acides ribonuclfeiques. II peut s'agir de 
sequences d'arigine naturelle ou artificielle, et notamment tfADN g&iomique, 
d'ADNc, d'ARNm, d'ARNt, tfARNr, de sequences hybrides ou de sfequences 
^thfctiques ^^(SeiWnSyx^^ques.. Ces radesnud^eSi^ 
humaine, animate, v6g6tale, bactfeienne, virale, etc. lis peuvent etre obtenus par toute 
15 technique connue de fhqpune du mfetier, et notamment par criblage de banques, par 
synthase chimique, ou encore par des m&thodes mixtes incluant la modification 
chimique ou enzymatiqe de sfequences obtenues par criblage de banques. Ik peuvent 
par ailleurs etre incoiporfc dans des vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques, 

Concernant plus particuli&ement les acides d&oxyribonucl&ques, ils peuvent 
20 6tre simple ou double brin. Ces addes desoxyribonucleiques peuvent porter des gfenes 
thferapeutiques, des sequences rtgulatrices de la transcription, des sequences antisens, 
des regions de liaison ft d'autres composants cellulaires, etc. 

Au sens de l'invention, on entend par gene thferapeutique notamment tout 
gene codant pour txne ou des prot&nes (ou peptide ou polypeptide) ayant une activity 

25 pharmacologique. H peut s*agir d* enzymes, dliormones, de facteurs de croissance, de 
lymphokines, d'apolipoprot&nes, etc. Par sequence antisens, on entend toute sfequence 
capable, directement ou indirectement (apres transcription en ARN) de i£duire les 
niveaux d'expression d'une proteine desiree, voire de les supprimer (EP 140 308). Les 
antisens comprennent egalement les sequences codant pour des ribozymes, qui sont 

30 capables de d6truire sfeiectivement des ARN cibles (EP 321 201). 

Concernant plus particulifcrement les addes ribonucteiques (ARN), il peut 
s'agir d'ARN antisens, capables de bloquer au moins partiellement la traduction 
d'ARNm dbles (cellulaires, viraux, bacteriens, etc); ou 6galement de ribozymes ou 
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d'acides nucleiques capables de se Her a un autre acide nuclfeique par formation d'une 
triple helice. 

Les compositions selon ['invention peuvent etre utilises in vitro, ex vivo ou in 
vivo. In vitro, elles peuvent permettre de transferer a des lignees cellulites des 

5 sequences d'acides nucleiques desirees, par exemple dans le but d'exprimer tine 
proteine recombinante ou une activity antisens, ou dans le but tfinh&er une proteine, 
par fixation de ladite proteine sur l'acide nucleique. Ex vivo, elles peuvent etre utilises 
pour le transfert therapeutique d'un acide nucleique dans une cellule issue dun 
organisme, en vue de conferer a ladite cellule des proprietes nouvelles ©u renforcees, 

10 avant sa readministration a un organisme. In vivo, elles peuvent etre utilises pour 
l'administration directe d'acide nucleique. 

Un autre objet de rhrventkm rfaide done daiis IHituisauOtt oKgopepti(te 
cationique capable de former des structures secondaires pour le transfert d'acides 
nucleiques dans les cellules. Comme indique plus haut. ce transfert peut etre effectue 

15 in vitro, ex vivo ou in vivo. 

Les compositions selon l'invention peuvent permettre de transferer des acides 
nucleiques dans des types varies de cellules. Preferenuellement, il s'agit de cellules 
animales. de preference humaine. H peut s'agir notamment de cellules 
hematopoietiques, endotheliales. myoblastiques. etc. Par ailleurs, il peut s'agir aussi 

20 bien de cellules saines que de cellules affectees par des dysfonctionnements (tumeur, 
infection virale. etc). 

L'invention concerne egalement un precede pour le transfert (Tun acide 
nucleique dans une cellule caracterise en ce que Von cultive ladite cellule en presence 
de l'acide nucleique et d'un oligopeptide cationique capable de former des structures 
25 secondaires. 

Par ailleurs, les complexes acide nudeique-oligopeptide de la presente 
invention permettent egalement l'encapsulation des acides nucleiques dans des vecteurs 
de transfert avec des rendements considerablement ameUores. Pour diminuer les 
problemes de stability et de penetration dans les cellules, les acides nucleiques peuvent 
30 en effet et6 associes a des transporteurs ou a des vecteurs de medicament appropries. 
L'encapsulation des acides nucleiques dans de tels vecteurs de transfert permet de les 
proteger des nucleases seriques, de faefflter leur penetration dans les cellules ou se 
trouve leur cible pharmacologique. et de ralentir leur elimination. Toutefois. la 
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difficult majeure limitant I'utilisation de ces vecteurs reside dans les faibles 
rendements d'encapsulation des" acides nucleiques; La demanderesse a maintenarit' 
montr6 que les complexes acide nucleique-oiigopeptides <le l'invention peuvent etre 
encapsules dans des vecteurs de transfer! avec des rendements 61ev6s. Plus 
5 particulierement, les rendements d'encapsulation des complexes de Invention dans des 
nanoparticules sont sup&ieurs i 50%, alors qu'ils sont inffaieurs k 1% avec des acides 
nud&ques nus ( ou avec d'autres oligopeptides ne formant pas de structure secondaires 
(Cf exemples). 

Un autre objet de Invention rfside done dans Utilisation d'un oligopeptide 
10 cationique capable de former des structures secondaires pour l'encapsulation d'acides 
nucleiques dans un vecteur de transfert. 

L'invention a fegalement pour objet les vecteurs de transfert d'addes nucl6ique 
comprenant une composition telle que dfef inie ci-avant 

Parmi les differents vecteurs de transfert, on pr&f&e utOiser dans le cadre de 
15 la presente invention des vecteurs biocompatibles, bkxtegradables, hydrophobes et de 
nature prot&que ou polymerique. En particulier, les vecteurs pr&feres selon l'invention 
sont les liposomes, les nanoparticules ou les lipoproteines de faible density (LDL). 

Les liposomes sont des vesicules phospholipidiques comportant une phase 
aqueuse interne dans laqudle les addes nudfiques peuvent Stre encapsules. La 
20 synthase de liposomes et leur utilisation pour le transfert d'addes nudfiques est 
connue dans l'art ant&ieur (WO91/06309, W092/19752, WO9#19730). LHitilisation 
de complexes selon l'invention permet d'amfliorer l'efficacitfe d'encapsulation des 
addes nucl&ques dans les liposomes. 

Les nanoparticules sont des particules de petite dimension, gfenferalement 
25 inferieure & 500 nm, capables de transporter ou de vectoriser un principe actif (tel 
qu'un adde nucleique) dans les cellules ou dans la circulation sanguine. La presente 
invention permet fegalement d'ameliorer considerablement les rendements 
d'encapsulation d'acides nucleiques dans des nanoparticules. Pk6f&entiellement, les 
nanoparticules selon l'invention sont constitutes par des polym&res comportant une 
30 majority de motifs degradables tels que l'adde polylactique, eventuellement 
copolymerisfe a du polyethylene glycol D'autres polymeries utilisables dans la 
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realisation de nanoparticules ont 6t6 decrits dans 1'art anterieur (voir par exemple 
EP 275 796; EP 520 889). 

L'invention conceme done 6galement un precede d'encapsulation d'acides 
nucl&ques dans des vecteurs de transfer! selon lequel on met en contact le vecteur de 

5 transfert ou les composants le constituant. l'acide nucleique et un oUgopeptide 
cationique capable de former des structures secondaires. ou eventuellement un 
complexe adde nucleique - oUgopeptide dejft forme, dans des conditions permettant 
l'encapsulation de l'acide nucleique dans ledit vecteur de transfert. puis on recupere le 
vecteur de transfert forme. Comme indique plus haut. le proced6 selon l'invention est 

10 preferentiellement appliqufe pour la preparation de liposomes, de nanoparticules ou de 
lipoproteinesdefaibledensite. 

Umvention conceme egalement des compositions pharmaceutiques 
comprenant un adde nucleique therapeutique et un oligopeptide cationique capable de 
former des structures secondaires, eventuellement encapsules dans un vecteur de 
15 transfert 

La presente invention sera plus completement decrite a l'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent fetre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

F.v»mpl«> 1 t Pr*p»r«timi rf« oligopeptides 

Les trois oligopeptides suivants ont ete synthetises : 

20 1 1 .ffl>.rL^ q W.vsine.Lvsine.Leucine)^-(OH) m\ (LKKUl(U 

Get oligopeptide a ete synthetise sous forme de sel d'acide trifluoroacetique au moyen 
d'un synthetiseur de peptides AppUed Biosystem 431A. sur une resine HMP (Applied 
Bic>s y stem) et selon une strategie F-MOC. Apres la synthese. le peptide a ete Uberi de 
la resine par traitement 90 minutes en presence dHme solution TFA/eau 95/5 (v/v), 

25 precipite par addition d'ether tertiobutylmethyUque, puis purifife par HPLC phase 
inverse sur colonne C18 100 A (Biorad RSL). U purete du peptide obtenu est 
superieure ft 95% et sa solubilite dans l'eau de 50 mg/ml. D a ete montre que le 
polytetrapeptide LKKL, non structure dans l'eau, adopte une conformation en helice a 
en solution saline. Cette conformation devrait amfeUorer la stabilite du complexe par 

30 formation de paires d'ions entre les charges positives des lysines de roligopeptide et les 
phosphates ionises ft pH physiologique de l'acide nucleique. 
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1.2. WHW(Leucine-Lv ^nft-Leumne-Lvsine)jn-(OH) ou (LKLK)^ 

Cet oligopeptide a ete synthetise sous forme de sel d'acide trifluoroac6tique en suivant 
le protocole dterit ci-dessus. La purete du peptide obtenu est superieure a 90% et sa 
solubilite dans Feau de 100 mg/ml. II a 6t6 montrfe que le polytetrapeptide LKLK, non 
5 structure dans l'eau, adopte une conformation en feuillets 0 en solution saline ou en 
presence d'addes nucieiques, en raison de 1'interaction entre phosphates et 
groupements amines. Le long dHin feuillet |3, la distance s6parant 2 charges positives 
est de 6.9 A, ce qui est compatible avec les 6,2 A sfiparant 2 groupements phosphate 
d'un acide nucleique simple brin. Cette conformation devrait done am&liorer la stability 
10 du complexe. 

1.3. -MU{PrQline-Lv ane-Lvane^Leucine>jn-(OH) OU (PKKUjfli 

Ce peptide (fourni par A. Brack* Centre de Bipphyaque Mol6culaire, Orleans) rfest 
pas structure en solution saline eta6te utilise comme controle. 

1.4. Polyline, 

15 La polylysine utilisee est d'origine commerciale. Ce peptide n'est pas structure en 
solution saline et a 6te utilise comme controle. 

Bxemple 2 ! Acides mid eiq lies utilises 

2.1. Acides miclfeiques antisens anti-ras Vall2 

Des acides nucieiques antisens anti ras ont ete prepares. Ces acides nucieiques sont des 
20 oligonucleotides de 12 et 13 r6sidus, synthfetises par la societe Eurogentec (Belgique). 
Ces oligonucleotides sont diriges contre une sequence de TARNm de ras mut6 au 
niveau du douzfeme codon. Les acides nucieiques utilises sont Fantisens (AS-Val), son 
inverse (INV-Val : la sequence est identique mais orient6e dans le sens inverse)* ainsi 
que l'antisens de 1'ARNm ras normal (AS-Gly) et qu'un acide nucleique t£mcrin 
25 comportant 2 nucleotides non apparies au milieu de la sequence (AS-mut2). La 
sequences de ces acides nucieiques est la suivante : 

3 1 -CGCGGCAGCCAC- 5 ' ( AS-Val 1 2 ) 

3'- GCGGCAGCCACAC-5' (AS-Val13) 
3 1 -CACCGACGGCGC-5 ' ( INV-Val 1 2 ) 
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3 1 -CACACCGACGGCG-5 ' (INV-Val1 3) 

S'-CGCGGCCGCCAC-S* (AS-Gly12) * ' 

3 ' -CGCCGGAGCCAC-5 ' AS-mut21 2 ) 

2 2 Actde nucteigue (dfTpUST) 

5 L'acide nuclfique (d(T^>)15T) est composfe de 16 thymidines. II est d'origine 
commerciale (Pharmacia). 

Fr?Tf m P lft 3 ; T^t'dedft comnlexation 

Get exemple illustre la formation de complexes entre les acides nuciSques antisens 
dfecrits dans Texemple 2 et les oligopeptides dScrits dans "Fexemple 1, dans diff&entes 
10 conditions de farce ionique et de concentration (toutes les concentrations en acides 
nucl&ques sont exprimfes en phosphate). II montre que des xendements de 
complexation trfcs 61ev6s peuvent 6tre obtenus, tfemoignant aina de la stability des 
complexes. 

3.1 . Comple xation en tampon phosphate 

15 L'acide nucl6ique (10* 4 M exprimfe en phosphate : Cp^ogphate s 12 x c acide 
nuclfeique) et l'oligopeptide (concentration variant entre 2.10' 3 , 10" 4 et 2.10* 5 
exprimfees en charges positives) ont 6t6 mis en contact dans un tampon phosphate 50 
mM pH 7,4. La solution a ensuite 6t6 centrifugfee, et l'absorbance (A) ft 256 nm 
(maximum ^absorption des acides nucteiques) d&terminfie dans le surnageant Pour 

20 chaque valeur du rapport R (Nombre de charges positives de l'oligopeptide / Nombre 
de charges n6gatives de l'acide nuclfeique) testfee, la valeur A/AO est dfetenninfe, 
permettant d'evaluer la fraction d'acide nuci&que libre et, par difference, la fraction 
complexfe. Pour un rapport R = 1, la concentration en oligopeptide exprim6e en tysine 
est done delO^M. 

25 Les rfesultats obtenus montrent que la fraction de complexe prficipitant AS- 
Vall3/LKKLio ou INV-Vall3/LKKLio est de 85 % pour un rapport R = 2. Pour un 
rapport R = 1, la fraction de complexe precipitant AS-Vall3/LKLK10 et INV- 
Vall3/LKLK10 est inferieure : 39 Ces rfesultats peuvent s'expliquer par une 
competition entre les phosphates du tampon et les phosphates de l'acide nucleique 

30 pour la formation du complexe. Ces resultats sont cependant superieurs ft ceux 
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obtenus avec l'oligopeptide controle : 15 % de complexe INV-Vall3/PKKL10 
precipitant seulement 

3 ?. fVwTiplexntion ein tfmpO" Tris-HCl 

L'acide nucleique (lO -4 M) et l'oligopeptide (concentration vairiable) ont 6t6 mis en 
5 contact dans un tampon Tris-HCl 50 mM pH 7,4. La solution a ensuite ete 
centrifugee. et l'absorbance a 256 nm determinee dans le surnageant. Pour chaque 
valeur du rapport R testee, la valeur A/AO est determinee eomme precedemment 

Les resultats obtenus montrent que la fraction de complexe precipitant AS- 
Vall3/LKKL10 et AS-Vall3/LKLK10 est de 100 % pour un rapport R.= 1. Pour un 
10 rapport R = 2, la fraction de complexe precipitant AS-Vall3/LKLK10 est egalement 
de 100%. Par aiUeurs. 100% de complexe precipitant AS-Vall3/LKKL10 ont 
egalement ete obtenus avec une concentration d'acide nucleique de 2.10" 5 M et un 
rapport R = 1 . 

En revanche, en ce qui concerne le complexe AS-Vall3/PKKL10, seulement 70 % des 
15 acides nucleiques impliques dans le complexe precipite ce qui demontre que raffinite 
des oligopeptides selon l'invention est superieure. 

rfffnr 1m " Hnn rians rea " 

Le protocole ci-dessus a et6 r6pete en remplacant le tampon Tris-HQ par de l'eau. Les 
memes resultats ont ete obtenus (100 % de complexation pour R = 1), demontrant 
20 1'affinite elevee des oligopeptides de l'invention pour les acides nucleiques. 

3.4. Conclusions 

L'ensemble de ces resultats demontre le rendement Sieve de complexaticm des 
oligopeptides de l'invention aux acides nucleiques, et le fait que ce rendement est 
independant de la sequence et de la concentration de l'acide nucleique utilise. Par 
25 ailleurs, comme le montre le tableau ci-aptes, l'etude des spectres dichroiques a permis 
de confirmer les structures secondaires adoptees par les oligopeptides cationiques 
utilises, en solution ou apres complexation. 
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5 KnfewnBtr&aevfe. wans de mmrfen avec <fes 

4.1. N '^'tiniHlltlWr-i :L«nMop M ic„ie, uffistedlm . M ,_ , 



4 ,2. Mamuare tiding n n m „ m ] rm | 



20 



Cet exemple decrit I'encapsulation de 1'acide nucleique INV-VaI13 <W 
nanoparticule de PLA™(30) Prrn\ - 4 "Nv-vall3 dans une 

(LKKL) 10 . 50 (30) -PEG (2) en presence ou en 1'absence d'oligopeptide 
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Le polymere utilise (PLA50(30)-PEG(2)) a ete solubiiisfe dans 1 ml d'acetone a une 
concentration de 10 g/1. La dilution isotopique de l'acide nuclfeique (concentration 
finale 10' 5 M) a fete ajoutfee, puis roligopeptide (i une concentration telle que R = 1). 
La solution organique obtenue a ensuite ete versfee goutte i goutte dans 5 ml d'une 
5 solution aqueuse (tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7,4), sous agitation. Le polym&e 
insoluble dans le mfelange eau/acfetone prfecipite sous forme de nanoparticules, 
emprisonnant le complexe acide nucleique-oligopeptide. L'acfetone a ensuite fetfe 
feliminfee par fevaporation sous vide partiel, jusqu'a un volume final de 2,5 mL Enfin, la 
suspension nanoparticulaire a fetfe filtree a travers un filtre Sartorius de porositfe 
10 1 ,2 urn, qui tient lieu de crible de dispersion et d'injectabilitfe. 

Une experience controle a fetfe effectuee dans les m&mes conditions, mais en l'ahsence 
de 1'oligopeptide (LKKL)iq- 

Les rfesultats obtenus montrent que le rendement (^encapsulation de INV-Vall3 dans 
la nanoparticule est de 56 % en presence de roligopeptide, et de 5 % seulement sans 
15 roligopeptide. 

Le rendement ^encapsulation correspond au pourcentage tfacide nuclfeique encapsulfe 
dans les nanoparticules, par rapport a la quantitfe totale d'acide nuclfeique prfesente au 
depart. 

4.4. Encapsulation de l'acide miclfeique ta(Tp)15T> 

20 Le rendement d 1 encapsulation de l'acide nuclfeique (d(Tp)15T) (exemple 2.2.) dans une 
nanoparticule de PLA50 a fetfe fetudie, en presence des oligopeptides cationiques 
suivants : 

- LKKLn Hfelice a : synthfetise en phase homogfene sous tome <fun mfelange 
de peptides de poids molfeculaire moyen de 34900. 

25 - LKLKn Feuillet (5 : synthfetisfe en phase homog&ie sous forme (fun melange 

de peptides de poids molfeculaire moyen de 7400. 

- PKKLn Pas de structure secondaire 

- Kn Pas de structure secondaire 

ou de sphingosine (lipide membranaire chargfe positivement). 
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Pour cela, 1'acide nucl&que (d(Tp)15T) a 6te mfclange a 1'oligopeptide en solution dans 
reau. En ce qui concerne la ' : sphingosine, elle est solubilisee dans un m61ange 
eau/6thanoI 50 % v/v. Les concentrations utilises sont indiquees dans le tableau qui 
suit. 100 tfune solution d'acide polylactique (PLA50) solutriiisfie dans Tac&one a 
5 une concentration de 20 g/1 ont 6t6 ajoutes au melange, ainsi que 300 |il d'acfetone 
pure (concentration finale en PLA50 : 5 g/1). Aprfes homogfenfeisation au vortex, le 
mfelange a 6t6 versfe goutte i goutte dans une solution aqueuse de pluronic F68 a 
2,5 % (pfv) afin de prfecipiter le polymere sous forme cfune suspension collcndale 
nanoparticulaire turbide. La turbidite a ete apprfcifee & VoeiL Le diam&xe des 

10 nanoparticules (175 +/- 40 run) a fetfe mesure par diffusion quasi 61astique de la lumiere 
sur un appareil BI 90 (Brookhaven Instrument Corporation). L'ac&one-a ensuite 6te 
6vapor6e sous vide pendant une heure. La suspension a ensuite &fc filtree sur filtre 
ihillipore AP20 (diam&re des pores : 1JS \xm), prfealablement mcavM avec la solution 
de pluronic F68 d 2,5%. 

15 Le rendement d'encapsulation a 6te determine et est report^ dans le tableau qui suit 



Peptide 


LKKLn 


LKLKn 


PKKLn 


Kn 


Sphingo. 


Structure 


Helice a 


Feuillet (3 


aucune 


aucune 


aucune 


Concentration du 
peptide (mM) 


5 


12,5 


9,2 


1 


2,2 


Volume de peptide 
dans le melange 
(ul) 


11.4 


65 


48 


60 


27 


Quantite de peptide 
(nmol) 


57 


812 


442 


60 


60 


Concentration de 
d(To)15T 


71 uM 


Volume de 
dCTp)15T 


28(il 


Quantite de 
dCTp)15T 


2 nmol 


R 


2 


27 


H7 


2 


2 


Rendement 


42.8 


7.8 


0,8 


0.3 





Ces r&ultats montrent clairement que les oligopeptides de l'inveniion permettent 
d'encapsuler les acides nuclfciques avecdes rendements nettement superieurs k oeux 
obtenus avec des oligopeptides de Tart anterieur (polylysine) ou ne formant pas de 
20 structures secondaires (PKKL). 
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p r? f ^ n p1i> S ; Transfer t decide mirlWmie dans les celMes 

Cet exemple illustre la capacite des composition de l'invention a transferer des acides 
nucleiques dans les cellules. 

s i rfclhiles titilisfees : Les essais de transfert tfacide mici&que dtoits dans cet 
5 exemple ont 6t6 effectufe sur une lignfe de cellules issue (Tun carcinome vfeacal 
humain , d&dgnfie T24/EJ accessible & l'ATCC. Les cellules ont 6t6 cultivte dans un 
milieu MEM-EAGLE ("minimum essential medium". Biological Industries) 
supplements en L-glutamine ((5 mM), streptomycine (50 u/ml). pfinidlline (50 u/ml), 
en presence de 7 % de s&um de veau foetal d6compiement§ 30 min i 60°C. 

10 5 2 Transfert »rides mirfeioues : Les cellules (1500 / puits) ont 6t6 ensemencfies 
dans des microplaques de 96 puits, en absence ou en presence tfacide nucl&que, 
encapsute ou non dans des nanoparticules, dans un volume total de 100 |d. Chaque 
point a 6t§ eff ectufe en triple. La concentration en acide nucleique utilisge a 6t6 ajustee 
par dilution dans de l'eau ou par concentration par centrifugation lhi 12000 rpm. 

15 Dans ce cas, la suspension est centrifugee, le culot pese puis le volume ajustfe. 

L'efficacitfe du transfert a 6te determine par mesure de Tinhibition de la proliferation 
cellulaire induite par l'acide nucl&que antisens, aprfes 72 ou 96 heures de culture a 
37°C en presence de 5 % de C02. Pour cela, 2 methodes ont 6t£ utilises : 

. Tout tfabord, incorporation de thymidine tritifee, qui a 6t6 <tetermin6e aprfes 
20 addition de 2 jxCi de 3H thymidine par puits. Aprfcs 6 heures cTincubation ft Ktuve, les 
plaques ont 6t6 lavfees au Skatron (Lier, Norv&ge), i'ADN recueiUi sur un filtre, et 
chaque rondelle du filtre (correspondant & chaque puits de la plaque) placfe dans du 
liquide a scintillation puis comptfe au compteur (LKB Wallac 1211 Minibeta). Les 
rfcsultats correspondent ft la moyenne des valeurs obtenues dans chacun des 3 puits. 
25 - Ensuite, la proliferation cellulaire a 6t6 fevalute par comptage des cellules en 

cellule de Malassez. Pour cela, le surnageant a ete eliminfe, les cellules trypsinisfees (10 
min i 37°C), puis additionnees de milieu de culture avant d'etre comptfees. 

Les rfcsultats obtenus sont les suivants : 



- AS-Vall2, nu, 30 pM « 4 2 % tfinhibition 

30 - AS-Vall2/LKKIVnanoparticule, 100 nM (exprimfe en antisens) .50 % tfinhibition 

- nanbparticule blanche, m§me quantity de polymere < 5 % tfinhibition 
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- AS-Vall2/LKKL/nanoparticule, 500 nM 95 % d'inhibition 

Ces rtsultats ctemontrent clairement Tefficacite des compositions de l'invention pour le 
transfert d'acides nucl6iques. De plus, ils montrent que I'aride nucleique transfers 
conserve ses propri6t6s fonctionnelles, dans le cas present, son activity d'antisens. 
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RRVKNDTCATIONS 

1. Composition comprenant un acide nucleique et tin oligopeptide cationique 
capable de former des structures secondares. 

2. Composition selon la revendication 1 caract£ris6e en ce que roligopeptide 
5 est capable de former des helices a ou des feuillets p. 

3. Composition selon la revendication 2 caract&isfce en ce que roligopeptide 
r£pond £ la fomiule (^AyAyA^n ou (A 0 A y A 0 A y )n dans laqudle Aq est un acide 
amine hydrophobe, Ay est un acide amine hydrophile, et n est un nombre entier 
superieur ou 6gal & 4. 

10 4. Composition selon la revendication 3 carac&isfe en ce que Facade amine 

hydrophobe est choisi parmi la leucine, la valine, risoleucine et la phenylalanine. 

5. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que l'acide amin6 
hydrophile est choisi parmi la lysine, Targinine et lliistidine. 

6. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que roligopeptide 
15 est choisi parmi (LKKL)n, (LKLK)n, (LRRL)n. 

7. Composition selon la revendication 6 caracterisee en ce que n est compris 
entre 4 et 100, de preference entre 10 et 50. 

8. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique est un acide desoxyribonucl&que. 

20 9. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'acide 

nucleique est un acide ribonucl&que. 

10. Composition selon la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique est modifie chimiquement 

11. Composition selon la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que l'acide 
25 nucleique est un antisens. 

12. Composition selon la revendication 8 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique comporte un g£ne therapeutique. 



W 95/21931 

PCT/FR9S/00098 

17 

13. Composition selon l'une des revendications mn. ^ . . 
. le rapport charges positives de Oligopeptide"^ cnlT " 06 que 

est egal ou superieura 1. ™ g0peptlde 1 "W« de ^ "vcleique 

15. Vecteur de transfert selon la revendication 14 car»t*Arte& *~ 
cmoerise en « qM Ton met en comet le »ecj de 

c. fa Uc.p:rr:r^rnr^ adwo « 

19. Utilisation selon la revendication 18 oour le t™,«r~. • • 
0 invivo. ^ transfert m vitro, ex vivo ou 

W£ ^iXp^rc zJt rs 
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Cadre! faMrvatiaas - loff^oll a £t£ catim6 que t 
(suite do point I de U uniniiii fianDc) 



i irundii 



: potmucnt poo Cure fob jet eftme 



Conronntaent a I'artfde 17.2)*), certaines reverdfcauont n'ont pas frit robjet d'une r e cherch e pour let motifs suhrants: 

1. fXj Les rcvendkauons n a 

' — 1 se rapportem i uo objet i 1'egsrd duqud I'ednmuttration n est pas tenue de p ro ce der i Is, recherche, a savoin 

Remarque: B1en que les^ re vend 1 cations 19 et 18 (pour autant qu'elles alent 
pour objet des procldes 1n vivo) concernent une methode de traltement du 
corps huma1n/an1na1,, la recherche a £te effectuee et basee sur les effets 
Imputes au prodult (a la composition). 



Les rsvcndjcritwns n t , 

se rapportent a des parties de la jnternariontte qui ne rempUssenc pas sufHsanunent les loo di i i nnt presentes pour 

qu'une re cherch e significative putsse etre effectuee, en parucutien 



3. LJ Lesrewraucationsn M 

sont des l yyenc S c ano ns dtnrndinfti et nt som pas 
troiaemt phrases de U regie 6 A*). 



deUcvunemeetdsU 



Cadre II 



i d'umtc de KurvestieA (suite du point 2 de It, 



scuffle) 



L'admhustration charge* de la i o ther chs utttrnattaale a trouve phoaeurs inventions dans la 



interna donate, a savoin 



□ 
□ 



cm ett payees dans les dfeaat par le depoeant, la present rapport de r e cherc h e 
ports sur touts* les rc ven dkm dons pouvant faire 1'objet d'une ftchtrche. 



les reoherohes portant sur les mapdtotfcms qui s*y pretatent ont pu etre i fT i cru a n sans effort 
- radmmistratton n'asoUidte le paienicnt d'aucune case de am nature. 



rapport de rech er che i 
les ra v endkadon s if*: 



aetepayeedaiulcsdeudspvtid 

■uons^nur lesqueuas Its uutes etsTsttpa^es, a. savoir 



4. 



I | Aucunc taxe addittonneBe 
* de recherche internadonale i 
oouvertet par ks i 



n'a tie payee dans les deuos par Is deposam. En consequence, le present rapport 
que sur nn vt n t tan m tntioim t t en premier neu dans let i 



talai 



| | Les i m m i add^ttetmeUes etaiem accompagnees d'une reserve de la part du deposam 
| | Le paiemcnt des taxes mddtuonneues n'etait assorti d'aucu 
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